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研究成果の概要（和文）：電子線重合法により種々のモノマー濃度で温度応答性高分子のナノ構

造体をガラス表面に固定化し、そのナノ構造体の特性を XPS、AFMや新たに開発したラマン分光

イメージングを用いて詳細に調べるとともに、構造体の特性が細胞接着および脱着に与える影

響についても調べた。その結果、ナノ構造体の厚みが薄ければ薄いほど、再表面の高分子鎖は

脱水和され細胞接着性を示すのに対し、厚い構造体の場合は相転移以上の温度でも水和しやす

く細胞非接着性を示すことを見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：Cell sheet engineering using poly(N-isopropylacrylamide)-modified 
temperature responsive  surfaces has been applied to regenerative medicine.  Cell 

attachment/detachment properties strongly depend on the thickness of these polymer layers.  

However, little is known about the thickness of the temperature responsive polymer layer 

arising from phase transition under aqueous conditions.   In this paper, we characterize 

different thicknesses of thermoresponsive surfaces using atomic force microscopy, X-ray 

photoelectron spectroscopy and protein adsorption assay.  Furthermore, we discuss the 

thickness dependency of cell attachment/detachment properties of thermoresponsive 

polymeric surfaces. 
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養皿は32°Cを境に培養皿表面が高温側で疎
水性、低温側で親水性に変化する。この性質
を利用することで温度変化により培養皿表
面上で細胞の接着・脱着を制御することがで
きる。さらに、本表面を利用することでコン
フルエント状態まで培養した細胞をシート
状で回収することが可能である。近年の報告
では、これら細胞の接着・脱着現象はポリス
チ レ ン 製 組 織 培 養 皿
(Tissue-Culture-Polystyrene: TCPS)上に固
定化されたポリマー層の厚みが約 15 nm の超
薄膜の場合にのみ観察され、その厚みが約30 
nm 程度まで厚くなると細胞の接着性が著し
く低下することが明らかになっている。この
違いは、疎水性基材である TCPS によるグラ
フト PIPAAm 鎖に対する脱水和の促進が寄与
している。すなわち、膜厚が薄い 15 nm の
PIPAAm 固定化表面はより疎水性を示すが、こ
れよりも厚い 30 nm では 15 nm のときのそれ
よりも水和していると考えられる。このこと
から、超薄膜の固定化ゲルの物性は基材表面
物性の影響を受けることが推察されており、
このようなナノ構造体の特性を評価するこ
とで新しい材料の設計への応用が期待され
る。 
一方、温度応答性高分子からなるナノ構造

体 からの 細胞外 マトリ ックス (Extra 
Cellular Matrix：ECM)の剥離が伴う細胞剥
離過程の評価は、タンパク質を介したナノ構
造体と細胞接着の相互作用、さらには細胞接
着性、剥離性の制御について重要な知見が得
られると考えられる。 
 
 

２．研究の目的 
 本研究では電子線照射重合により、温度応
答性ナノ構造体を作製し、その物性を調べ、
特性を明らかにすることを目的とした。特に
ナノ構造体の支配する細胞接着性の要因に
ついて、ナノ構造体の厚みの違いから、評価
を行った。一方、ナノ構造体の液中、温度変
化にともなう変化をリアルタイムかつ非破
壊的で観察観察するための新しい顕微鏡装
置を開発することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 （１）ガラス表面へのアクリロイル基の導

入：厚さ約 0.1mm のガラス表面に酸素プラズ

マを照射し、ガラス表面の有機物の除去を行

った。低温プラズマ放電装置にカバーガラス

(24 ×50 mm)を設置し、照射強度 400 W, 照

射時間 180 s, 酸素圧力 0.1 mmHg の条件で

カバーガラスの表面をプラズマ処理し、ガラ

ス表面の不純物を除去するとともにシラノー

ル基を生成させた。次にこのガラス表面でシ

ランカップリング剤を反応させた。シランカ

ップリング剤は、3-メタクリロキシプロピル

トリメトキシシラン(MPTMS)を使用し、MPTMS

修飾ガラスを作製した（MPTMS-CS）。 

（２）電子線重合によるガラス表面への

PIPAAm 修飾：MPTMS-CS 表面へ、2-プロパノー

ルに溶解させたＮ-イソプロピルアクリルア

ミド（IPAAm）を滴下し、電子線重合を行った

（PIPAAm-CS）。重合の際、モノマー量を変化

させたサンプルを作製した。 

（３）PIPAAm-CS の表面物性評価：作成した

PIPAAm-CS 表面は FT-IR / ATR、表面接触角測

定、XPS、AFM、細胞培養により評価を行った。 

（４）ラマン／エリプソメトリー顕微鏡の開

発と本顕微鏡を用いた PIPAAm-CS の評価：水

和に伴う高分子の形状ならびに膜厚変化を捉

えるために、分子形状に敏感なラマン分光と

膜厚の精密測定が可能なエリプソメトリーを

顕微鏡下で同時に行うことができる光学系を

考案し、それに基いて新しい顕微鏡装置“ラ

マン／エリプソメトリー顕微鏡”を自作した。 
 
 
４．研究成果 
（１）FT-IR/ATR による固定化 PIPAAm の定量
および AFM によるナノ構造体の厚み測定：仕
込みモノマー濃度と、PIPAAm 固定化量の関係
から、仕込みモノマー濃度の上昇にともない
PIPAAm 固定化量が増加する傾向が確認され
た（5wt% IPAAm モノマー仕込み時では
0.84ug/cm2、50wt%IPPAm モノマー仕込み時で
は 1.49ug/cm2）（表１）。この結果より、仕込
みモノマー濃度を変化させることで、PIPAAm
固定化量を制御できることが示唆された。ま
た、AFM による構造体の厚み測定から構造体
はナノオーダーの薄膜状ゲルであることが
確認された。 
（２）XPS による表面分析：PIPAAm-CS の表
面元素組成比は、下地である MPTMS 表面と比
較してSiの割合が非常に小さかった。また、
C および N 元素の割合が大幅に増加した。さ
らにPIPAAm-Csの最表面(Take off angle 10o)
の N/C の元素比の値(0.18)は、PIPAAm の構造
から計算される値(N/C=0.17)と同等な値を
示した。Fig.1 に得られた C 1s スペクトルを
示す。点線はガウス関数を用いた波形分離の
結果である。ピークⅠ,Ⅱ,Ⅲ,Ⅳはそれぞれ、
PIPAAm 中のイソプロピル基を構成する CH3基
およびポリマーのバックボーンを構成する
CH2基(284.8 eV)、バックボーンを構成するの
CH基(285.3 eV)、アミド基の N原子に結合す
る C原子(286.1 eV)、カルボニル基の C原子
(287.7 eV)に帰属する。各ピークの面積比を、
PIPAAm の構造から推測される計算値と比
較したところ近い値を示した。これらの結
果より、電子線重合法により PIPAAm がガラ



ス表面に固定化されたことが確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図１ 0.84PIPAAm-CS の C1s の Narrow 
spectrum。 
 
（３）PIPAAm-CS のナノ構造体の表面濡れ性
の評価：作製した PIPAAm-Cs 表面の 20ºC お
よび 37ºC での水に対する濡れ性を静的接触
角法にて評価した（図２）。高温側では疎水
性を示し、低温側では親水性を示す温度応答
性の表面であることが確認できた。一方、
PIPAAm が固定化されていないシラン処理表
面(MPTMS)では、温度による接触角の変化は
ほぼ観察されなかった。また、PIPAAm 固定化
表面ではモノマー濃度の上昇にともない表
面がより親水性に変化することが確認され
た。 
 
（４）PIPAAm-CS 表面における温度変化によ
る細胞接着および脱着挙動の評価：
PIPAAm-CS の細胞接着性ついて評価を行った
(Fig2-6, left)。MPTMS 表面に細胞が最もよ
く接着した。一方、PIPAAm を固定化したガラ
ス表面は、5 wt%の表面が最も接着性が高く、
モノマー濃度の上昇にともない細胞の接着

性 が 低 下 し た （ 0.84PIPAAm-CS > 

0.86PIPAAm-CS > 0.80PIPAAm-CS > 
1.00PIPAAm-CS）。また、35 wt%以上の PIPAAm
固定化表面（1.28PIPAAm-CS, 1.41PIPAAm-CS, 
1.49PIPAAm-CS）では細胞が接着しなかった。
この結果は、モノマー濃度、グラフト量の増
加にともなう表面の親水性化の結果と傾向
が一致する。 
図２ PIPAAm-CS の温度変化にともなう表面
濡れ性の変化 
図３ PIPAAm-CS の３７℃における細胞接着
挙動と２０℃における細胞剥離挙動。 
 
（５）AFM（液中）でのナノ構造体の評価：
乾燥時において 3.3および 8.8 nmの 2種類
のポリマー膜厚の PIPAA-CS表面（それぞれ
は 0.84PIPAAm-CSおよび 1.41PIPAAm-CS
と同等な表面である）にUVエキシマレーザ
ーを照射し、ナノ構造体のみを除去しガラス
表面を露出させた。次に AFMを用いて 25°C
および 37°C の条件で微細加工部位の水中測
定を行った。その結果、ポリマー膜厚 3.3 nm
の表面は 6.0 nm(37°C)から 8.0 nm(20°C)と
温度変化にともないポリマー層が膨潤した
のにたいして、膜厚 8.8 nmの表面では、12.9 
nm(37°C)から 25.4 nm(20°C)とより大きな
厚みの変化が観察された（図４）。また 37°C
において微小領域(3 × 3 µm)の表面形状を測
定したところ、PIPAAm表面の脱水和による
マッシュルーム状の凝集が確認され、その大
きさは膜厚 3.3 nmの表面で 50 nm程度だっ
たのに対し、膜厚 8.8 nmの表面では 100 nm
程度だったことから、膜厚の薄い表面でより
脱水和が促進されていることが確認された。
次に細胞接着タンパク質であるフィブロネ
クチンを、上記の 2種類の表面に 37°Cで 24
時間反応させその吸着量を定量したところ、
それぞれ膜厚 3.3 nm の表面で 330 ng/cm2 

(膜厚 3.3 nm)と膜厚 8.8 nm の表面で 130 
ng/cm2と大きく異なる値を示した。また、フ
ィブロネクチン吸着後の表面をAFMで測定し
た結果、その吸着の形態に差が見られた。膜
厚 3.3 nm の表面では繊維状の凝集が見られ
たのに対し、膜厚 8.8 nm の表面では球状あ
るいは環状の形態が見られた。これらの結果

 

    

 



 

から、37°Cにおいて膜厚 8.8 nmの表面は膜
厚 3.3 nm の表面と比較して水和が促進され
ており、細胞接着タンパクとの相互作用が弱
いことが確認された。 
 

図４ 温度変化にともなうナノ構造体の厚
みの変化（液中）（上段：0.84PIPAAm-CS、下
段：141PIPAAm-CS、大気中：(a), (d)、３７℃
液中：(b), (e)、２５℃液中：(c), (f)） 
 
これらの結果から超薄膜状のナノ構造体は
その厚みによって表面物性が影響を受ける
ことが示された。また、その厚みが薄い場合
において分子運動性の抑制、脱水和の促進の
効果があることが確認され、より疎水性を示
す表面であることがわかった。 
 
（６）全反射顕微鏡（TIRFMS）による細胞剥
離挙動の観察：0.84PIPAAm-CS 表面から低温
処理により剥離する培養細胞の膜タンパク
の挙動を TIRFM により測定し、タンパク質分
解酵素であるトリプシンを用いた場合との
違いを検討した。細胞膜貫通タンパクである
インテグリン1 を蛍光染色した正常ヒト臍
帯静脈内皮細胞を PIPAAm 固定化ガラス表面
に播種し、低温処理および 0.1%トリプシンに
よる 2種類の剥離方法を TIRFM により測定し
た。その結果、低温処理により方法では、接
着細胞が約5分で伸展状態から球状に変化し、
部分的にインテグリンを基材表面に残しな
がら剥離した。また、一般にインテグリンの
クラスターは、細胞の伸展、移動において
0.1-0.5 µm/min程度の速度で移動することが
報告されている。今回、細胞の脱着にともな
うクラスターの移動は、約 15秒で数 µm移動
する非常に変化の大きなものだった。一方、
トリプシン処理による細胞の剥離過程では
基材表面に大部分のインテグリン分子が残
存する結果が観察された。これはトリプシン
処理による細胞の剥離過程で、インテグリン

分子が切断されたためと考えられる。以上の
結果から、作製した温度応答性表面上の細胞
膜タンパクの挙動精度よく測定することに
成功した。 
 
（６）ラマン／エリプソメトリー顕微鏡によ
るナノ構造体の評価：ラマン／エリプソメト
リー顕微鏡を用いて温度応答性高分子膜の
水和挙動の観察を行った。その結果、温度応
答性構文志野振動モードの膜中分布を画像
化したラマンイメージと、膜厚の分布を反映
したエリプソメトリーイメージはコントラ
ストが細部まで一致し、実際に水和挙動を非
接触観察可能であることを確認できた。また、
膜厚の絶対値の決定にも成功した。観察に要
する時間は 1 フレームあたり約 5 秒であり、
水和過程を追跡するに充分な時間分解能も
得られている。 
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